肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，近年来其发病率和死亡率在全球范围内明显增加^\[[@b1],\ [@b2]\]^，且5年内存活率 \< 15%，尽管有一些化疗及手术等手段，存活率仍 \< 60%^\[[@b3]\]^。目前，肺癌的临床诊断主要依靠影像学检查、临床指征分析和组织活检^\[[@b4]\]^等，但以上方法均存在一定的局限性，尚无敏感性和特异性较高的检测手段。血液肿瘤标志物可以用于疑似肺癌患者的初步诊断判断，但现有的肺癌血液肿瘤标志物\[癌胚抗原（carcino-embryonic antigen, CEA）、糖类抗原199（carbohydrate atigen 19-9, CA199）、糖类抗原125（carbohydrate atigen 125, CA125）、神经元烯醇化酶（neuron-specific enolase, NSE）、血清骨胶素（cytokeratin 19 fragments 21-1, CYFRA21-1）、SCC等\]虽然被广泛地应用，但其在非肿瘤疾病中也会存在异常表达，因此，CEA等肿瘤标志物用于肺癌诊断的敏感性较差。

微小核糖核酸（microRNA, miRNA）是一类长约22个核苷酸的单链非编码RNA，其表达异常与疾病密切相关^\[[@b5]\]^，具有成为多疾病尤其是肿瘤诊断标志物的潜能^\[[@b6],\ [@b7]\]^。本项研究在前期通过关键词\[lung cancer and（microRNA or miR）and（serum or plasma）\]检索，整合基因表达数据库（gene expression omnibus, GEO）中获得的不同的数据（GSE68951、GSE16512、GSE46729、GSE67804、GSE70080、GSE76462），挑选在多个数据中出现并且差异表达较高的指标。其中，miR-34b-3p在多种恶性肿瘤（前列腺癌、乳腺癌、子宫颈癌、肺癌）中表达异常，有望成为恶性肿瘤的生物学标志物或治疗靶点^\[[@b8]-[@b11]\]^；miR-302a异常表达与与卵巢癌^\[[@b12]\]^、急性髓细胞白血病（acute myeloid leukemia, AML）^\[[@b13]\]^、胃癌^\[[@b14]\]^的发生均密切相关，但在肺癌患者中的表达情况至今未见报道。以此为依据，最终确定所要研究的miRNA（miR-34b-3p和miR-302a-5p）。

本项研究通过检测血浆中miR-34b-3p和miR-302a-5p在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者中的表达水平，分析其表达情况与临床病理特征之间的关系及其在NSCLC诊断的潜在价值，以期为NSCLC的诊断提供新思路和新依据。

1. 资料与方法 {#s1}
=============

1.1. 一般资料 {#s1-1}
-------------

选取2018年6月-2018年10月首都医科大学附属北京胸科医院收治并确诊的NSCLC患者86例作为肺癌组，其中男性54例，女性32例，平均年龄（61.35±8.52）岁。纳入标准：①经组织病理学或细胞学诊断明确；②临床资料完整，包括人口学特征，如年龄、性别、吸烟状况、职业暴露、病理诊断、肿瘤-淋巴结-转移（tumor-node-metastasis, TNM）；③在本医院进行首程治疗；④未合并其他肿瘤或器官功能障碍性疾病。排除标准：①年龄 \> 80岁；②肺内合并活动性炎症。选取同期收治并确诊为PTB的患者64例作为良性对照组，其中男性44例，女性20例，平均年龄（59.02±11.19）岁，诊断标准参照中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会肺结核诊断标准（WS288-2017）。同期进行健康体检的39例作为健康对照组，其中男性24例，女性15例，平均年龄（57.32±9.18）岁。各组的性别、年龄等一般资料比较，差异均无统计学意义（*P* \> 0.05），具有可比性。所有受试者均签署知情同意书。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. 标本采集 {#s1-2-1}

清晨空腹采集静脉血5 mL置于EDTA抗凝管中，所有血液自收集至处理时间不超过2 h。血液样本在4 ℃下、4, 000 rpm离心10 min；取上层血浆置于新的1.5 mL RNase-Free的离心管中，处理后的血浆于-80 ℃保存。

### 1.2.2. miRNA的提取 {#s1-2-2}

冻存的样本室温融解后，4 ℃，16, 000 g离心10 min，取上层血浆200 μL。miRNA的提取严格按照商品化试剂盒（miRcute血清/血浆miRNA提取分离试剂盒，TIANGEN）的操作步骤进行。提取的microRNA加入25 μL的RNase-Free水溶解，使用NanoDrop2000微量分光光度计测定其浓度与纯度，而后直接进行miRNA的反转录。

### 1.2.3. miRNA检测 {#s1-2-3}

用反转录试剂盒（miRcute增强型miRNA cDNA第一链合成试剂盒，TIANGEN）进行反转，其反应体系包括miRNA 8 μL，反转录缓冲液10 μL，反转录酶混合液2 μL；反转条件为42 ℃ 60 min、95 ℃ 3 min，4 ℃ 5 min。取反转录产物5 μL加45 μL RNase-Free水稀释。采用商品化试剂盒\[miRcute增强型miRNA荧光定量检测试剂盒（SYBR Green），TIANGEN\]进行荧光定量PCR（real-time polymerase chain reaction, RT-PCR）检测，其反应体系包括预混液10 μL，正向引物0.4 μL，反向引物0.4 μL，取稀释后的反转录产物2 μL，ROX染料2 μL，加5.2 μL RNase-Free水补足至20 μL。设置空白对照，所有反应采用3个复孔，使用QuantStudio 7荧光定量PCR仪（美国，Thermo Fisher Scientific）按照95 ℃ 15 min、5个预循环（94 ℃ 20 s、64 ℃ 30 s、72 ℃ 34 s）、40个循环（94 ℃ 20 s、60 ℃ 34 s）进行扩增。采用相对定量法对血浆中各miRNA含量进行分析。以U6为内参，2^-△Ct^作为其相对含量，其中△Ct=Ct~miRNA~-Ct~U6~。

1.3. 统计学方法 {#s1-3}
---------------

数据采用IBM SPSS 24.0软件进行分析和处理。非正态分布的计量资料以中位数（四分位间距）\[M（Q1, Q3）\]表示，多组间比较采用*Kruskal-Wallis*检验，两组间血浆中miRNA表达水平的比较采用*Mann-Whitney U*检验。通过受试者工作特征曲线（receiver operator characteristic curve, ROC curve）分析miR-34b-3p和miR-302a-5p以及肿瘤标志物的诊断价值，获得临界值（cut-off point）以及灵敏度和特异度。使用*Logistic*回归分析miR-34b-3p和miR-302a-5p与NSCLC发生的相关性。以*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 多组血浆miR-34b-3p和miR-302a-5p表达水平比较 {#s2-1}
------------------------------------------------

结果显示miR-34b-3p、miR-302a-5p在NSCLC组、PTB组以及健康对照组中的表达水平存在差异，并且具有统计学意义（*P* \< 0.01），见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。

###### 

多组间血浆miRNAs表达水平比较\[M（Q1, Q3）\]

Comparison of plasma miRNAs expression levels among multiple groups \[M(Q1, Q3)\]

  miRNAs        NSCLC (*n*=86)          PTB (*n*=64)           Healthy control (*n*=39)   *P*
  ------------- ----------------------- ---------------------- -------------------------- -------------
  miR-34b-3p    0.252 (0.126, 0.447）   0.114 (0.037, 0.262)   0.098 (0.029, 0.242)       \< 0.000, 1
  miR-302a-5p   0.025 (0.008, 0.047)    0.012 (0.003, 0.033)   0.007 (0.003, 0.015)       0.000, 2

对miR-34b-3p、miR-302a-5p在NSCLC组和PTB组、NSCLC组和健康对照组中的表达情况，进行两组间的比较分析。结果显示miR-34b-3p和miR-302a-5p的表达在NSCLC组与PTB组以及NSCLC组与健康对照组中存在差异（*P* \< 0.05），见[表 2](#Table2){ref-type="table"}。

###### 

两组间血浆miRNAs表达水平比较\[M（Q1, Q3）\]

Comparison of plasma miRNAs expression levels between the two groups \[M(Q1, Q3)\]

  miRNAs        NSCLC(*n*=86)         PTB(*n*=64)            *P*        Healthy control(*n*=39)   *P*
  ------------- --------------------- ---------------------- ---------- ------------------------- -------------
  miR-34b-3p    0.252 (0.126-0.447)   0.114 (0.037, 0.262)   0.000, 1   0.098 (0.029, 0.242)      \< 0.000, 1
  miR-302a-5p   0.025 (0.008-0.047)   0.012 (0.003, 0.033)   0.015, 1   0.007 (0.003, 0.015)      \< 0.000, 1

2.2. NSCLC患者血浆miR-34b-3p和miR-302a-5p表达与临床病理特征的关系 {#s2-2}
-----------------------------------------------------------------

结果显示血浆miR-34b-3p表达水平与肿瘤直径相关，差异有统计学意义（*P* \< 0.05），与年龄、性别、吸烟状况、职业暴露、病理分期、病理类型、淋巴结转移无关；而miR-302a-5p表达水平与年龄、性别、吸烟状况、职业暴露、病理分期、病理类型、淋巴结转移、肿瘤直径无关，差异无统计学意义（*P* \> 0.05），见[表 3](#Table3){ref-type="table"}。

###### 

非小细胞肺癌患者血浆miRNAs表达与临床病理特征的关系

The relationship between plasma miRNAs expression and clinicopathological features in patients with non-small cell lung cancer

  Clinical parameter                                 *n*   miR-34b-3p                        miR-302a-5p                          
  ------------------------ ------------------------- ----- ---------------------- ---------- ------------- ---------------------- ----------
  Age (year)               ≤60                       38    0.261 (0.114, 0.498)   0.791, 9                 0.034 (0.008, 0.056)   0.413, 2
                           \> 60                     48    0.240 (0.137, 0.391)                            0.020 (0.010, 0.044)   
  Gender                   Male                      54    0.316 (0.134, 0.516)   0.191, 7                 0.032 (0.010, 0.052)   0.154, 9
                           Female                    32    0.201 (0.112, 0.326)                            0.018 (0.008, 0.040)   
  Smoking state            Yes                       42    0.286 (0.144, 0.554)   0.113, 2                 0.030 (0.010, 0.055)   0.226, 1
                           No                        44    0.210 (0.084, 0.388)                            0.019 (0.008, 0.041)   
  Occupational exposure    Yes                       3     0.508 (0.161, 0.694)   0.293, 7                 0.035 (0.003, 0.066)   0.876, 8
                           No                        83    0.249 (0.115, 0.435)                            0.024 (0.009, 0.047)   
  Pathological stages      Ⅰ-Ⅱ                       52    0.195 (0.111, 0.414)   0.085, 8                 0.027 (0.007, 0.045)   0.613, 4
                           Ⅲ-Ⅳ                       34    0.327 (0.158, 0.516)                            0.023 (0.011, 0.051)   
  Pathological types       Adenocarcinoma            56    0.260 (0.113, 0.461)   0.623, 3                 0.018 (0.009, 0.047)   0.468, 0
                           Squamous cell carcinoma   30    0.231 (0.141, 0.429)                            0.033 (0.007, 0.052)   
  Lymph node metastasis    Yes                       36    0.327 (0.147, 0.549)   0.145, 6                 0.030 (0.012, 0.051)   0.136, 1
                           No                        50    0.208 (0.113, 0.390)                            0.019 (0.007, 0.041)   
  Diameter of tumor (cm)   ≤5                        75    0.208 (0.114, 0.389)   0.009, 8                 0.021 (0.008, 0.046)   0.114, 3
                           \> 5                      15    0.473 (0.255, 0.731)                            0.042 (0.017, 0.066)   

2.3. 血浆miR-34b-3p和miR-302a-5p单独及与肿瘤标志物联合检测对NSCLC的诊断价值 {#s2-3}
---------------------------------------------------------------------------

ROC曲线用来评估血浆miRNA对NSCLC的诊断价值。结果显示，单项检测NSCLC时，miR-302a-5p的灵敏度最高（82.6%），CEA的特异度最高（81.6%）；双项检测NSCLC时，miR-34b-3p+miR-302a-5p的灵敏度最高（80.2%），miR-34b-3p+CEA的特异度最高（89.3%）；多项检测NSCLC时，miR-302a-5p+NSE+CYFRA21-1的灵敏度最高（81.4%），miR-34b-3p+CEA+NSE的特异度最高（90.3%）。当联合miR-34b-3p、miR-302a-5p和CEA这三项进行检测时，其ROC曲线下面积（area under the curve, AUC）最大，为0.832。见[表 4](#Table4){ref-type="table"}和[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。

![miR-34b-3p、miR-302a-5p以及肿瘤标志物的ROC曲线\
ROC curve of miR-34b-3p, miR-302a-5p and tumor markers. ROC: receiver operating characteristic.](zgfazz-22-4-216-1){#Figure1}

###### 

血浆miR-34b-3p、miR-302a-5p、肿瘤标志物对非小细胞肺癌的诊断价值

Diagnostic value of plasma miR-34b-3p, miR-302a-5p and tumor markers for non-small cell lung cancer

  Parameter                                      AUC(95%CI)            *P*        Sensitivity(%)   Specificity(%)   Cut-off point
  ---------------------------------------------- --------------------- ---------- ---------------- ---------------- ---------------
  One marker                                                                                                        
      miR-34b-3p                                 0.703 (0.628-0.778)   \< 0.001   81.4%            55.3%            0.367
      miR-302a-5p                                0.660 (0.582-0.737)   \< 0.001   82.6%            44.7%            0.273
      CEA                                        0.793 (0.727-0.858)   \< 0.001   68.6%            81.6%            0.502
      NSE                                        0.608 (0.527-0.689)   0.011      62.8%            61.2%            0.240
      CYFRA21-1                                  0.759 (0.690-0.828)   \< 0.001   72.1%            73.8%            0.459
  Two markers                                                                                                       
      miR-34b-3p+CEA                             0.829 (0.770-0.888)   \< 0.001   66.3%            89.3%            0.556
      miR-34b-3p+NSE                             0.696 (0.621-0.771)   \< 0.001   47.7%            85.4%            0.331
      miR-34b-3p+CYFRA21-1                       0.749 (0.679-0.818)   \< 0.001   58.1%            83.5%            0.416
      miR-302a-5p+CEA                            0.792 (0.726-0.857)   \< 0.001   68.6%            81.6%            0.502
      miR-302a-5p+NSE                            0.615 (0.534-0.696)   0.007      64.0%            62.1%            0.261
      miR-302a-5p+CYFRA21-1                      0.749 (0.679-0.820)   \< 0.001   68.6%            75.7%            0.443
      miR-34b-3p+miR-302a-5p                     0.709 (0.634-0.783)   \< 0.001   80.2%            57.3%            0.375
  Multiple markers                                                                                                  
      miR-34b-3p+CEA+NSE                         0.828 (0.769-0.887)   \< 0.001   64.0%            90.3%            0.543
      miR-34b-3p+CEA+CYFRA21-1                   0.828 (0.768-0.887)   \< 0.001   66.3%            89.3%            0.556
      miR-34b-3p+NSE+CYFRA21-1                   0.734 (0.663-0.805)   \< 0.001   58.1%            80.6%            0.387
      miR-34b-3p+CEA+NSE+CYFRA21-1               0.826 (0.767-0.885)   \< 0.001   66.3%            87.4%            0.537
      miR-302a-5p+CEA+NSE                        0.793 (0.727-0.859)   \< 0.001   68.6%            81.6%            0.502
      miR-302a-5p+CEA+CYFRA21-1                  0.791 (0.725-0.857)   \< 0.001   69.8%            80.6%            0.504
      miR-302a-5p+NSE+CYFRA21-1                  0.725 (0.653-0.797)   \< 0.001   81.4%            56.3%            0.377
      miR-302a-5p+CEA+NSE+CYFRA21-1              0.789 (0.722-0.855)   \< 0.001   69.8%            80.6%            0.504
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+CEA                 0.832 (0.774-0.890)   \< 0.001   67.4%            89.3%            0.567
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+NSE                 0.703 (0.629-0.778)   \< 0.001   46.5%            87.4%            0.339
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+CYFRA21-1           0.742 (0.672-0.813)   \< 0.001   55.8%            85.4%            0.412
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+CEA+NSE             0.832 (0.774-0.890)   \< 0.001   67.4%            89.3%            0.567
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+CEA+CYFRA21-1       0.830 (0.771-0.888)   \< 0.001   67.4%            89.3%            0.567
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+NSE+CYFRA21-1       0.733 (0.661-0.804)   \< 0.001   58.1%            82.5%            0.406
      miR-34b-3p+miR-302a-5p+CEA+NSE+CYFRA21-1   0.830 (0.772-0.889)   \< 0.001   67.4%            89.3%            0.567

2.4. *Logistic*回归将miR-34b-3p、miR-302a-5p进行单因素*Logistic*回归分析 {#s2-4}
------------------------------------------------------------------------

结果显示在NSCLC组与对照组（PTB组+健康对照组）中，miR-34b-3p的优势比（odds ratio, OR）为9.214（*P* \< 0.05），说明其具有一定的预测性，可能为NSCLC发病的独立危险因素。见[表 5](#Table5){ref-type="table"}。

###### 

单因素*Logistic*回归

Univariate *Logistic* regression

  miRNAs        NSCLC group *vs* Control group                  
  ------------- -------------------------------- -------------- -------
  miR-34b-3p    9.214                            2.442-34.768   0.001
  miR-302a-5p   0.963                            0.83-1.118     0.622

3. 讨论 {#s3}
=======

在临床上，新的生物标志物是肺癌患者的诊断、指导治疗和监测肺部病变的关键^\[[@b15],\ [@b16]\]^。基因组学和蛋白质组学技术的飞速进展加快了许多潜在的临床应用标志物的发现。血液学检查对患者创伤小且操作简便，因此在血液中找到合适的分子标志物，阐明其与肺癌发生的关系，显得尤为重要^\[[@b17]\]^。miRNA是一种非编码的小分子单链RNA，是调控基因在转录后及翻译水平表达的主要元件^\[[@b18]\]^，报道表明miRNA与肿瘤、炎症等许多疾病的发生、发展等密切相关，且miRNA取材方便，在血浆中稳定存在，可连续监测，有望成为一种理想的潜在血浆肿瘤标志物^\[[@b19],\ [@b20]\]^。

本研究发现miR-34b-3p和miR-302a-5p，与对照组（PTB组+健康对照组）相比，两者在NSCLC血浆中均高表达，表示其在肺癌的发生发展过程中可能起正向调控作用。其中miR-34b-3p的表达与既往研究结果相一致^\[[@b21]\]^，并且还发现其表达水平与肿瘤直径相关，在肿瘤直径 \> 5 cm的患者血浆中的表达水平明显高于肿瘤直径≤5 cm的患者。分析其原因可能是肿瘤负荷越大，肿瘤组织释放具有原癌基因作用的miRNA进入血液的机会越大，使得机体原有的具有抑癌作用的miRNA表达水平受到抑制，进而导致机体miRNA表达水平异常升高。由此可见，miR-34b-3p在一定程度上参与NSCLC的发生发展。然而miR-34b-3p的表达在年龄、性别、吸烟状况、职业暴露、病理分期、病理类型、淋巴结转移分类中却未发现差异。分析其原因可能是因为本次研究的样本量相对较小，仍需进一步扩大，才能验证miRNA含量在不同分组中的表达差异。我们还将miR-34b-3p进行了单因素*Logistic*回归分析，结果显示在NSCLC组与对照组（PTB组+健康对照组）中，miR-34b-3p的OR值为9.214^\[[@b22]\]^。由于对入组患者的相关随访还在进行中，未进行*Cox*回归等相关分析。因此，miR-34b-3p可能是NSCLC发生的独立危险因素，但仍需进一步验证。

关于miR-302a-5p与肺癌之间的相关研究至今未见报道，参考其在卵巢癌、急性髓细胞白血病（acute myeloid leukemia, AML）、胃癌中的表达情况，发现miR-302a-5p在卵巢癌和AML细胞中高表达^\[[@b12],\ [@b13]\]^，在胃癌组织中低表达^\[[@b14]\]^。本研究中miR-302a-5p的表达情况与其在卵巢癌和AML中表达相一致。在分析其表达水平与临床病理特征的关系时，却未发现两者之间的关联。造成这种结果可能的原因，一是受限于本次研究的样本量；二是受限于纳入研究的病理特征的分类，其表达水平有可能在其他病理特征分类上存在统计学差异。

我们通过计算ROC曲线下面积AUC，来评估miR-34b-3p、miR-302a-5p及联合肿瘤标志物对NSCLC的诊断价值。有研究组合6种miRNA（miR-429、miR-205、miR-200b、miR-203、miR-125b、miR-34b）对早期NSCLC进行诊断，获得的AUC为0.88^\[[@b21]\]^。由此可以肯定miR-34b在NSCLC早期诊断中的价值。本研究发现，检测86例NSCLC（Ⅰ期-Ⅱ期52例，Ⅲ期-Ⅳ期34例）血浆中miR-34b-3p、miR-302a-5p的表达，获得的曲线下面积分别为0.703和0.660，并且可以获得≥81.4%的诊断灵敏度，但特异度并不理想（最大值为55.3%），这为miR-34b用于NSCLC诊断方面提供了更为全面的证据，并且探索了miR-302a-5p用于NSCLC诊断的价值。应用肿瘤标志物CEA、NSE、CYFR21-1对入组病例进行诊断可以获得较好的诊断特异度（≥61.2%），但是敏感度较差（最大值为72.1%）。由此，本研究尝试将血浆中miRNA检测与肿瘤标志物检测结果结合，以此来提高诊断效能^\[[@b23]\]^。发现多项检测NSCLC时，miR-302a-5p+NSE+CYFRA21-1的灵敏度最高（81.4%），miR-34b-3p+CEA+NSE的特异度最高（90.3%）。当联合miR-34b-3p、miR-302a-5p和CEA进行检测时，其AUC最大，为0.832。由此可见，血浆miR-34b-3p、miR-302a-5p与肿瘤标志物联合，有利于提高其对NSCLC的诊断灵敏度、特异度以及诊断效能，具有潜在的应用价值。

综上所述，NSCLC患者血浆中miR-34b-3p和miR-302a-5p的表达水平高于对照人群，并且通过组合miRNA与肿瘤标志物，可以获得满意的诊断效能，有望成为NSCLC辅助诊断的血浆学标志物，为液体活检的发展提供了新的思路。
